Szabo Pal: , Kvantitativ LC-MS alapu analitikai stratégiak komplex rendszerek vizsgalatara”
cimli MTA doktori értekezésének biralata

Szabd Pal MTA doktori értekezésében a modern kromatografia és tomegspektrometria egyik
legdinamikusabban fejlodd, elméleti és gyakorlati szempontbol egyarant kiemelkedo teriiletét,
a komplex matrixokbol torténd kvantitativ LC-MS/MS elemzéseket targyalja. A dolgozat
szerkezete koveti a szakteriilet logikajat: az elméleti bevezetdt és a modszertani fejlesztések
részletezését kiterjedt gyakorlati, ipari, klinikai és farmakokinetikai alkalmazasok kovetik. Az
értekezés stilusanak kiilon értéke, hogy a szerzé nem pusztan a szaraz tudomanyos tények
kozlésére torekedett, hanem élményszertien, a feltar6 kutatomunka szépségét €s a szakmai
kihivasokat is megmutatva foglalta 6ssze az elért eredményeket. A dolgozatbol egy sokréti
tapasztalattal rendelkezd analitikus izgalmas és szertedgazo kutatoi életiitja bontakozik ki.

A dolgozat felépitése alapvetden logikus, az Eredmények fejezet az optimalasi lehetdségekre
¢s az analitikai 1épések egymasutanisagara épiil. A gépelési hibak szama elenyészd, a dolgozat
nyelvezete gordiilékeny. Ugyanakkor tobb szerkesztési €s szemléltetési hidnyossag is
megallapithato:

1. A témakorok kozotti szerves kapcsolat néhol nehezen kovethetd. Az egyes alfejezetek
kiilondsen a 2. Kutatasi teriilet hattere c. fejezetben egymadssal kevéssé fiiggenek Ossze, ami
valészinlileg hozzajarult ahhoz, hogy a jeldlések ¢és roviditések hasznalata nem teljesen
konzekvens. Példaként emlithetd a P-glikoprotein, amelyre két egymast kdvetd oldalon (34. és
35. oldal) két kiilonboz6 roviditést is alkalmaz a szerzo.

2. Tobb abra nehezen olvashato, a szerz6 nem minden esetben forditott kelld figyelmet a
tomegspektrumok és kromatogramok gondos szerkesztésére. Kiilonosen szembetiing a 23. dbra
esete, amely a szoveg szerint négy modellvegyiilet csucsprofiljat mutatja be harom kiilonb6z6
kromatografias oszlopon. Az dbran azonban 7 kiilonb6z6 szin szerepel magyarazat nélkiil, igy
az oszloptipusok Osszehasonlitdsa nem értelmezhetd (az ,,A” oszlopnal hidnyzik a narancssarga
komponens, a ,,B” oszlopnal hidnyzik a zold és lila, de két kék jeldlés is lathato). A hivatkozott
sajat publikacioban ugyanez az abra fekete-fehérben, szintén magyarazat nélkiil jelent meg, ami
teljesen lehetetlenné teszi a retencios viselkedés kovetését.

Terminologiai és szakmai pontositasaim:

A dolgozatban tobb helyen el6fordulnak pontatlan, elavult vagy szakmailag helytelen
elnevezések ¢és koncepciok:

A kémiai elnevezések néhol pontatlanok. Példaul a 45. oldalon a glifozat AMPA metabolitjanak
megnevezése helyesen aminometil-foszfonsav. Hasonld pongyolasdg figyelhetd meg a
HStrifluorecetsav  (TFA)”, , heptafluorobutansav (HFBA)” ¢és a , pentafluorobenzil”
megnevezések hasznalatakor. A 45. oldalon a szerzé a ,kvantdlas” kifejezést hasznélja a
,kvantitalas” (mennyiségi meghatarozas) helyett.

A dolgozatban konzekvensen a ,, protonalt/deprotonalt molekulaion” kifejezés szerepel. Ez a
megfogalmazas elavult és helytelen (a helyes kifejezés a ,,protonalt/deprotonalt molekula”).
Tovéabba a IUPAC 2013-as hivatalos ajanldsa szerint az ,,anyaion” és ,,leanyion” kifejezések is
keriilend6k, helyettiik a ,,prekurzorion” és ,,termékion” elnevezések hasznalata javasolt.

A 14. oldalon a szerz6 az MRM atmenet alapti mennyiségi meghatarozashoz sziikséges 4
azonositasi pont igazolasara a 2002/657/EK hatédrozatra hivatkozik. Ez a kritérium ma mar
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idejétmultnak tekinthetd, nem altaldnos szakmai gyakorlat az MRM mérések esetén. Raadasul
az alacsony és nagy felbontasti miiszereken mért ionok pontszamitasa eltérd. A hivatkozott EU-
hatarozat adatait a szerz6 hibasan adta meg (példaul szerzoket tulajdonitott a jogszabalynak).

A 116. oldalon a szerzd helyteleniil ,,izobarnak™ nevezte az izoleucin-leucin aminosavpart.
Mivel Osszegképletiik és pontos tomegiik teljesen azonos, ezek a vegyiiletek izomerek.
(Izobarokra példa a glutamin €s a lizin, ahol a pontos tomeg nagyon hasonlo, de az 6sszegképlet
eltér).

Az 58. abran lathato ciklosporin szerkezeti képlete kémiailag pontatlan/helytelen.

Kritikai megjegyzéseim, modszertani és tudomanyos észrevételeim a kévetkezok:

A dolgozat jelentds részében a szerzé rendkiviil réviden mutatja be a partnerektdl érkezo
analitikai feladatokat és projekteket; egyes komplex témakra minddssze egyetlen bekezdés jut.
Szamos esetben hidanyzik a mérések bioldgiai, biokémiai vagy klinikai jelentdségének leirésa.
Nem dertil ki vilagosan, hogy a modszerfejlesztés soran mi alapjan tortént a kromatografias
oszlopok vagy eluensek kivalasztdsa, mekkora volt a sajat fejlesztés ardnya az irodalmi
elézményekhez képest, és pontosan milyen eredményt hoztak a valdos mintamérések. Példaként
emlitem a 66. oldalon egyetlen bekezdésben szerepld projektet, amelyben egy kolléga adalékolt
vizeletmintdjabol 300 komponenst vizsgaltak. Mivel sem a vegyiiletlista, sem a mérés célja €s
kivitelezése nincs részletezve, ezen eredmények tudomanyos értéke és jelentdsége a biralo
szamara értékelhetetlen.

A bemutatott mérési megoldasok és publikaciok dontd hanyada tarskutatoi kollaboraciokbol
szarmazik, viszonylag kevés a teljesen 6nallé alapotlet. Mivel az eredmények egy része nem
keriilt publikdlasra, az olvasoénak nincs lehetdsége a szakirodalomban visszakeresni a
részleteket.

A szerz6 a 118. oldalon ugy fogalmaz, hogy az anonimizalt, kizar6lag modszerfejlesztésre szant
human bioldgiai minték felhasznalasahoz nincs sziikség etikai engedélyre. Biraloként ezzel az
allitdssal hatarozottan nem tudok egyetérteni. A hatalyos hazai és nemzetkozi jogszabalyok,
valamint a tudomanyetikai normdk szerint minden huméan mintdn végzett kutatdshoz
elengedhetetlen a Kutatasetikai Bizottsag (pl. TUKEB) jovahagyésa ¢€s a tajékoztatott betegek
beleegyezd nyilatkozata.

Kerdeéseim:

1. Glifozat és AMPA mérése (45. oldal): A szerz6 a modszerfejlesztést ESI negativ modban
kezdte a szerkezet alapjan. Mig a glifozatnal ez szakmailag indokolt, az AMPA esetében a
pozitiv ionizacids mod is redlis alternativa lett volna. Milyen jelet adott az AMPA pozitiv
ionizacios modban, és végeztek-e erre vonatkozo kisérleteket?

2. Mozgofazis optimalasa és ionpar-képzok (5.1.2.1. fejezet): Mi indokolta a HFBA
alkalmazasat ilyen meglepden nagy, 0,5%-0s koncentracidoban a biogén aminok analizisénél? A
HFBA adalékkal végzett mérések, valamint a késébbi HILIC moddszerre vald attérés
kromatogramjai és tomegspektrumai hidnyoznak a dolgozatbol és a kapcsolodo kozleménybdl
is. Kérem a Szerzdt, hogy mutassa be a védésen a két mdodszer dsszehasonlitdo kromatogramjait
¢s MRM eredményeit, amennyibben ezek még elérhetdek (tekintettel az projekt ota eltelt
idore)! Milyen tapasztalatai vannak a HFBA kromatografids rendszerben valo
visszamaradasardl (memoria-hatas, hattércsucsok negativ modban)?



3. Aminosav-analizis (5.2.1.2. fejezet): A 20 fehérjeépitdé aminosav meghatarozasanak
bemutatasakor a kapcsolodo 50. és 51. abrakrdl hianyzik a leucin. Hova lett a leucin az abrazolt
mérésekbdl?

4. Klinikai mérések és etikai jovahagyas: A ciklosporin-mérések és tovabbi bemutatott
esettanulmanyok sordn a tomegspektrometrids mérés eredménye a dolgozat szerint befolyasolta
a klinikai dontéshozatalt. Rendelkeztek-e etikai engedéllyel a vizsgalatokhoz, ¢s milyen
személyes tapasztalatai vannak a Jeloltnek az etikai jovahagyasok kezelésével kapcsolatban
olyan siirgds klinikai esetekben, ahol a tomegspektrometrias mérésnek azonnali diagnosztikai
értéke van?

Szabd Pal értekezése a jelzett modszertani és formai kritikai észrevételek ellenére egy
kiemelkedd kisérletes és modszerfejlesztéi munka eredménye. A szerzd kiemelkedd analitikai
tudasrol és széles korli gyakorlati tapasztalatrol tett tanibizonysagot. A Jelolt tudomanyos
munkassagat hat, precizen koriilhatarolt tézispontban foglalta Ossze. A tézisek tiikrozik a
komplex matrixok LC-MS/MS alapil vizsgalatdban elért eredményeinek tudomanyos
jelentoségét, elméleti és modszertani megalapozottsagat, valamint az ipari és klinikai
gyakorlatban rejld széles korii hasznosithatdsagat. A hat tézispontban megfogalmazott szakmai
megallapitdsokat megalapozottnak tartom ¢és azokat elfogadom. Az elért tudomanyos
eredmények, a publikdciok szdma és az ipari-klinikai alkalmazéasok sokfélesége bizonyitja a
Jelolt érdemeit. A dolgozat a biralatban megfogalmazott hidnyossagok ellenére megfelel az
MTA doktori cim megszerzésére eldirt kovetelményeknek. Javaslom a birdldo bizottsagnak,
hogy a nyilvanos vita sikeres lebonyolitasa esetén Szabo Pal szamara adja meg az MTA doktora
cimet.
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